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Zusammenfassung 
Evaluation von Screeningverfahren zum Schnellnachweis von Methicillin-resistenten 
Staphylococcus aureus (MRSA)-Isolaten: Vergleich der Testsysteme BacLite Rapid 
MRSA+ und BD GeneOhm MRSA 
Maas, Dominik 
Infektionen durch Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)-Isolate sind ein 
weltweites Problem in allen medizinischen Bereichen. Eine schnelle Erkennung und Isolie-
rung eines MRSA-Trägers ist Voraussetzung, um eine Übertragung auf andere Patienten und 
medizinisches Personal zu vermeiden. Die kulturelle Anlage von Screeningmaterialien als 
Goldstandard ist mit einer ca. 24-48-stündigen Kultivierung und anschließender Identifizie-
rung und Empfindlichkeitstestung zu langsam, um rasch effiziente Maßnahmen zur Vorbeu-
gung einer Übertragung von MRSA einzuleiten. Neue Schnellverfahren, die noch am Tag 
der Probenentnahme Ergebnisse liefern können wurden zu diesem Zweck markteingeführt. 
Zwei Schnellverfahren mit unterschiedlichem methodischem Ansatz wurden in dieser Studie 
evaluiert. Als Referenzmethode diente das klassische Kulturverfahren. Das auf Kurzkultur 
basierende Testsystem BacLite Rapid® MRSA+, dessen Ergebnisse nach ca. 5 h zu Verfü-
gung standen und das auf molekulargenetischem Nachweis basierende BD GeneOhmTM 
MRSA-Testsystem, welches Ergebnisse nach ca. 2 h lieferte. Von 497 getesteten Patienten 
wurden klassisch kulturell bei insgesamt fünf Patienten eine MRSA Besiedlung entdeckt. 
Das BacLite Rapid MRSA+ konnte davon zwei MRSA-Träger erkennen und zeigte eine Spe-
zifität von 98,4 %, eine Sensitivität von 40,0 % und einen positiven Vorhersagewert von 
20,0 % und einen negativen Vorhersagewert von 99,4 %. Das BD GeneOhmTM MRSA-
Testsystem konnte alle MRSA-Träger identifizieren und zeigte eine Spezifität von 99,0 %, 
eine Sensitivität von 100,0 % sowie positive und negative Vorhersagewerte von 50,0 % bzw. 
100,0 %. MRSA-Schnelltestverfahren können einen deutlichen Zeitgewinn gegenüber kon-
ventionellen Kulturverfahren erzielen, diese jedoch nicht ersetzen. 
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1 Einleitung 
 
Das Bakterium Staphylococcus aureus besitzt eine Kugelform, ist 1 µm im Durch-
messer und bildet haufen- oder traubenartige Ansammlungen. Auf Agarplatten 
wachsen nach 24 h Bebrütung runde, leicht erhabene Kolonien, die meist ein gold-
gelb-farbenes Pigment produzieren und zur β-Hämolyse fähig sind. Abweichend da-
von wachsen einige Isolate langsamer und bilden kleinere Kolonien aus, den soge-
nannten „small colonie variant“-Phänotyp der an einen intrazellulären Lifestyle an-
gepaßt ist und abweichende Charakteristika besitzt [6, 56, 61, 77, 93, 97]. S. aureus 
ist fakultativ anaerob, Gram- und Katalase-positiv, welches zu Diagnostik ausgenutzt 
werden kann [54, 64, 90]. 
Unter den Gram-positiven Kommensalen ist S. aureus der häufigste pyogene Infekti-
onserreger und Verursacher einer Bandbreite von Erkrankungen wie z.B. lokale eit-
rige Infektionen der Haut, Wundinfektionen und der Weichgewebe (Furun-
kel/Karbunkel, Pneumonie, Phlegmone, bullöse Impetigo) sowie toxinbedingte 
Krankheiten (Lebensmittelintoxikation, Dermatitis exfoliativa, Toxic-Shock-
Syndrome) und invasive Infektionen (Sepsis, Endocarditis) [4, 5, 64]. 
Diese Erkrankungen werden immer schwieriger zu therapieren, da die Anzahl der 
Antibiotika-resistenten Stämme weltweit zu nehmen. Gleichzeitig nahm die Entwick-
lung neuer Antibiotika ist in den letzten Jahrzehnten ab. Dies schränkt die Therapie-
möglichkeiten von multiresistenten Bakterienstämmen stark ein. Bei S. aureus konn-
te schon ein Jahr nach Einführung, 1960, eine Resistenz gegenüber Methicillin be-
schrieben werden, 2002 trat die erste Vancomycin-Resistenz in den USA nachweis-
lich auf [14, 52]. Methicillin wurde für die aufgetretenen, Penicillin-resistenten 
Staphylococcus spp. eingesetzt. Penicillinasen, die von den Bakterien produziert 
wurden, verhinderten den therapeutischen Effekt auf die Bakterien und machten neue 
Antibiotika nötig. Die Resistenz gegen Methicillin, als historisch eingesetzter Sub-
stanz, ist bei Staphylokokken zum Synonym für die Resistenz gegenüber allen ß-
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Lactam-Antibiotika geworden (Ausnahme: neue, sog. MRSA-wirksame Cephalospo-
rine). Daher werden sie als Methicillin-resistente S. aureus (MRSA) bezeichnet.[107] 
Eine schnelle Identifizierung von MRSA-Keimträgern ist in Anbetracht der schweren 
Erkrankungen ein wichtiger Beitrag, um eine Übertragung auf gefährdete Patienten 
zu vermeiden. Seit einigen Jahren ist dies mittels Schnelltestverfahren möglich. Eine 
Vielzahl der Tests basiert auf dem molekularem Nachweis von Abschnitten im S. 
aureus-Genom, die für die Antibiotikaresistenz verantwortlich sind [74, 111]. Dabei 
wird zwischen Multiple loci-PCR und Single locus-PCR unterschieden. Einen neuen 
Ansatz bietet das BacLite Rapid® MRSA+, welches mittels kulturellem Verfahren die 
Methicillin-Resistenz bei S. aureus in Nasenproben nachweisen soll. 
 
1.1 Methicillin-restistenter Staphyloccocus aureus 
 
Die Fähigkeit, gegenüber ß-Lactam-Antibiotika resistent zu sein, wird auf dem mecA 
Genabschnitt kodiert. Dies ist für die Produktion von einem zusätzlichen Penicillin-
Binding-Protein verantwortlich, dem modified penicillin-binding protein 2a (PBP 
2a). Das mecA Gen ist Bestandteil einer Genstruktur, die in Methicillin-sensibler S. 
aureus nicht vorhanden ist, der staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec), 
welche 1975 zuerst von Kuhl et al. entdeckt wurde [62, 89]. 2012 wurde ein mecA-
Gen-Homolog, mecALGA251 bzw. mecC entdeckt, das auch zur Betalaktam-Resistenz 
führt [32]. 
Elf verschiedene Gruppen von SCCmec sind bisher bekannt, wobei die Einteilung 
nach ccr Genabschnitt und mecA Genabschnitt erfolgt [46, 48] s. Abb.1. Noch ist 
nicht genau gesichert, woher S. aureus diesen Genabschnitt erlangt hat, vermutet 
werden Spezies der Gattung Macrococcus [2]. Es wird ein horizontaler Gentransfer 
zwischen Methicillin-sensiblen S. aureus (MSSA) und einem Methicillin-resistenten 
Koagulase-negativen Staphylococcus angenommen [39, 40, 100]. Dies ist nicht die 
einzige Resistenz die MRSA-Isolate besitzen können. Bei vielen Staphylococcus-
Arten sind Penicillinasen (Betalaktamasen) nachgewiesen worden, die Penicilline 
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aufspalten und so für das Bakterium unwirksam machen. Bei vielen Stämmen kön-
nen noch andere Resistenzmechanismen beobachtet werden. So besitzen viele Isolate 
Resistenzen gegenüber Aminoglycoside, Fluoroquinolone und Makrolide [66]. 
 
1.1.1 Antibiotikatherapie 
 
Obwohl die Therapieoptionen limitiert sind, gibt es noch einige Antibiotika, die sich 
als effektiv für die Behandlung von MRSA zeigen. Vancomycin wurde 1956 in Bo-
denproben mit Streptococcus orientalis gefunden. Da zu diesem Zeitpunkt schon vie-
le S. aureus Stämme gegen Penicillin durch Penicillinasen resistent waren, wurde 
dieses Antibiotikum schon zwei Jahre nach seiner Entdeckung innerhalb der USA 
eingesetzt. Die ersten Präparate hatten jedoch eine sehr hohe Toxizität, so dass sie 
nur in seltenen Fällen in den Kliniken angewandt wurden. Erst in den 1970iger Jah-
ren wurde Vancomycin wieder vermehrt eingesetzt, da MRSA zunehmend ein akutes 
Problem innerhalb der hospitalisierten Patienten-Gruppe wurde.  
Die bakterizide Wirkung von Vancomycin gegen Gram-positive Keime beruht auf 
einer Bindung an das endständige D-Alanyl-D-Alanin des UDP-
Muramylpentapeptids, welches zum einen die Elongation der Peptidoglykankette 
verhindert und zum anderen die Quervernetzung. Vancomycin wird dazu nicht in das 
Bakterium geschleust, sondern bindet sich an der äußeren Zellwand an das Pentapep-
tid. Durch seine schlechte Gewebspenetation eignet sich Vancomycin nicht beson-
ders gut bei Pneumonien. Seit einigen Jahren gibt es jedoch auch MRSA-Stämme, 
die gegen Vancomycin resistent geworden sind (VRSA MIC ! 16µg/ml). Dies beruht 
auf einen neuen Genabschnitt dem vanA-Cluster, welcher in Enterococcus sp. gefun-
den und auf Staphylococcus übertragen wurde. Noch nicht geklärt ist die Entstehung 
von VISA (MIC 4-8µg/ml) dem Vancomycin intermediate S. aureus, welche auf eine 
Verdickung der Zellwand zu beruhen scheint. [14, 16, 67, 79, 109].  
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Abbildung 1 Verschiedenen SCCmec Elemente mit ihren Varianten nach Grundmann, H et al.[37] 
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Linezolid ist das erste Antibiotikum einer neuen Klasse den Oxazolidinonen. Es bin-
det sich an die 50S Untereinheit des bakterischen Ribosomenkomplex, wodurch es 
die Formation eines funktionsfähigen Ribosomen verhindert. Besonders gut wirkt 
Linezolid gegen Gram-positive Erreger, so auch gegen MRSA. Eine viel zitierte Be-
sonderheit ist seine 100 % Bioverfügbarkeit bei oraler Medikation. Insgesamt zeigt 
es eine sehr gute Gewebspenetration. Damit ist es besonders als Therapie von Pneu-
monien geeignet [38]. 
Ein weiteres neuartiges Antibiotikum der Lipoproteine ist Daptomycin, welches erst 
2007 in Deutschland eingeführt wurde und in Proben von Streptomyces roseosporus 
entdeckt wurde. Sein Wirkungsmechanismus beruht auf einer Calcium gesteuerten 
Membranporenbildung, die Kaliumionen aus dem Bakterium heraus strömen lassen. 
Dies führt zu einer Zelldepolarisierung und damit zum Zelltod ohne eine Lyse zu 
provozieren. Da es mit dem Survactant der Lungenalveolaren interagiert, eignet es 
sich jedoch nicht bei einer Therapie von Pneumonien mit MRSA [17, 87]. Auch 
wurden bereits Resistenzen gegenüber Daptomycin beobachtet, wobei die Verdic-
kung der Bakterienwand eine größere Rolle zu spielen scheint. Trotz Resistenz wur-
de eine abnehmende Virulenz der Erreger beobachtet [86]. 
Ein weiteres Antibiotikum der neuen Klasse der Glycylzykline ist Tigecyclin. Die 
Wirkungsweise beruht auf einer Interaktion mit dem bakteriellen Ribosomen, dies 
macht es bakterizid. Das weite Spektrum bezieht Gram-positive sowie Gram-
negative Bakterien ein. Bei Patienten mit Leberschäden muss die Dosis angepasst 
werden, bei Nierenschäden ist dies nicht notwendig [78]. 
 
1.1.2 Vorkommen und Einteilung von MRSA 
 
Die Nasenvorhöfe und der Rachen sind die typischsten Stellen für eine persistente 
Keimbesiedlung, obwohl auch alle anderen Hautoberflächen kurzzeitig besiedelt 
werden können [5]. Zwei verschiedene Typen von S. aureus Trägern konnten identi-
fiziert werden: die ständige Besiedlung (persistent carriage) und die intermittierende 
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Besiedlung (intermittent carriage) [70, 95, 104, 105]. In 20 % der Bevölkerung kann 
eine ständige Besiedlung mit einem eigenständigen Keim nachgewiesen werden und 
in 30 % eine intermittierende Trägerschaft, 50 % sind keine Keimträger [104]. Eine 
ständige Besiedlung birgt ein größeres Risiko eine Infektion mit S. aureus, mit den 
oben genannten Krankheitsbildern zu erlangen, da die Stämme der Nasenvorhöfe mit 
denen in Blutkulturen bei Bakteriämien identisch waren [98]. 
Bei Patienten, die mit einem Methicillin-resistenten S. aureus infiziert waren, konn-
ten eine längere Aufenthaltsdauer, höhere Sterberaten und höhere Therapiekosten 
nachgewiesen werden [15, 79]. Dieses Problem verschärft sich durch steigende 
MRSA-Raten innerhalb solcher Bevölkerungsanteile, die nicht die typischen Risiko-
faktoren für nosokomial erworbene MRSA (health care-associated MRSA; HA-
MRSA) aufweisen, den so genannten community-acquired MRSA (CA-MRSA) [58, 
110]. So kommen Patienten nicht mehr allein im Krankenhaus mit diesen resistenten 
Stämmen in Kontakt, viel mehr gibt es nun MRSA-Stämme, die sich außerhalb von 
Krankenhäusern und Pflegeeinrichtungen durchgesetzt haben und ein ständiges Re-
servoir für MRSA-Infektionen bilden [13]. Diese MRSA-Stämme bilden eine völlig 
neue, auch durch unterschiedliche Selektionsdrücke, genetisch differenzierte Gruppe. 
Auffällig wird dies bei den SCCmec-Abschnitten. So kommen Typ I-III nur in HA-
MRSA vor, Typ IV in beiden MRSA-Entitäten und Typ V nur in CA-MRSA [37, 73, 
109]. 
CA-MRSA-Stämmen sind typischerweise durch den Besitz des Panton-Valentine 
Leukocidins (PVL) charakterisiert. PVL wird häufiger in CA-MRSA gefunden, dabei 
muss davon ausgegangen werden, dass es nicht einen weltweiten Klon als Ursprung 
gibt, vielmehr scheinen verschiedene CA-MRSA Stämme auf der Welt das PVL-Gen 
in ihre SCCmec eingeschlossen zu haben [24, 96]: „PVL ist ein porenbildendes To-
xin, das spezifisch an die Zellwand von polymorphkernigen Leukozyten und Ma-
krophagen bindet und deren Zelltod verursacht.“ [55].  
Dieser MRSA-Stamm wird mit nekrotisierenden Hautinfektionen und schweren 
Pneumonien in Verbindung gebracht. Besonders bei engem Hautkontakt, etwa unter  
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Kleinkindern oder bei Sportlern, wird dieser Keim leicht übertragen. Die Hautläsion 
mit zentraler Nekrose ähnelt in manchen Regionen einem Biss der Spinnenart Loxos-
celes reclusa, die hauptsächlich in Mittelamerika vorkommt und dort zu Verwechs-
lungen führen kann. In Europa ist diese Spinnenart nicht heimisch. [12]. 
Auch Tiere wie Schweine, Hunde und Pferde können von MRSA besiedelt sein und 
diese auf den Menschen übertragen. Dies bildet die dritte Gruppe der MRSA Eintei-
lung, die als „livestock-associated“ LA-MRSA bezeichnet wird [44, 94]. Dabei wird 
beobachtet, dass häufig nicht die Tiere unter einer akuten Infektion leiden, jedoch der 
Tierhalter eine MRSA - Infektion entwickelt. Vergleicht man diese MRSA, so zeigt 
sich eine Häufung von wenigen Typen, die international als LA-MRSA klassifiziert 
werden können [44, 58, 68, 94, 106]. 
Die Übertragungsmöglichkeiten sind also vielfältig. Es lässt sich sagen, dass sie 
hauptsächlich über direktem Kontakt mit infizierten Oberflächen oder beim direkten 
Personenkontakt erfolgt. Dies ist besonders im Gesundheitssektor ein sensibles Pro-
blem, da Pfleger und Ärzte in ständigem Kontakt mit ihrem Patienten stehen. Hier 
könnten neben dem Patientenkontakt auch Kleidungsstücke wie langärmlige Kittel, 
Stethoskope oder Computer-Tastaturen potentielle Vektoren für MRSA Infektionen 
sein [26, 84, 92]. 
Folgende Risikofaktoren konnten für die HA-MRSA-Trägerschaft eruiert werden: 
bekannte MRSA-Anamnese, vorhergegangene Krankenhausaufenthalte, direkten 
Kontakt zu Tieren der landwirtschaftlichen Tiermast insb. Schweine, Patienten aus 
Regionen / Einrichtungen mit bekannter hoher MRSA-Prävalenz, Kontakt zu 
MRSA-Patienten während eines stationären Aufenthaltes.  
Zusätzlich bei Kombination von zwei oder mehr der folgenden Risikofaktoren: anti-
biotische Therapien in den letzten 6 Monaten, chronische Pflegebedürftigkeit, lie-
gende Katheter, Dialyse, chronische Wunden und Brandverletzungen [75, 80, 83]. 
Die empfohlene Krankenhauspraxis sieht die Kontaktisolation des Patienten und eine 
Eradikation des MRSA-Keims mit Mupirocin vor [59]. Desinfektion der Hände nach 
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Patientenkontakt und frühe Isolierung von MRSA-Patienten sind in der täglichen 
Praxis sinnvoll [51]. 
 
1.1.3 Bekämpfung von MRSA 
 
MRSA besiedelte Patienten werden isoliert und mittels Mupirocin, eine antibiotische 
Nasensalbe behandelt. Zudem werden aseptische Shampoos und Seifen benutzt, in 
manchen Fällen scheint eine zusätzliche systemische Therapie mit einem resistenzge-
rechtem Antibiotikum wirkungsvoll zu sein. Erst wenn drei auf einander folgende 
Abstrichuntersuchungen negativ auf MRSA getestet wurden, kann eine Eradikation 
als erfolgreich angenommen werde [33, 55]. Es sollte nach Ablauf einiger Wochen 
eine weitere Untersuchung erfolgen, um ein langfristigen Therapieerfolg zu kontrol-
lieren.  
 
Dieses Management zeigt eine effektive Strategie, um die Keimbesiedlung zu besei-
tigen. Durch steigende MRSA Patientenfälle, steigt auch die Behandlung mit Mupi-
rocin und damit die Resistenzbildungen [42]. Der ileS Genabschnitt kodiert eine 
niedrige Resistenz mit MHK-Werten von 8-256 µg/ml, während das mupA Gen eine 
high-level-Resistenz mit MHK-Werten über !512 µg/ml bedingt [45, 63, 76, 88, 
109]. Weitere Ausbreitung dieser Resistenzen sind durch eine nicht ausreichende 
ambulante Weiterbehandlung oder durch ungenügende Therapieüberprüfung bei 
Wiederaufnahme erklärbar. Dies ist ein großes Problem bei der Behandlung jedes 
multiresistenten Keims und sollte hohe Aufmerksamkeit geschuldet werden [9]. 
Von starkem Interesse ist die in vivo nachgewiesene mögliche Übertragung von Mu-
pirocin-Resistenz vermittelnden Gen-Abschnitten, das mupA, von S.epidermidis auf 
MRSA [45]. Da die Therapieoptionen für eine Infektion mit MRSA begrenzt sind 
und durch neue Resistenzen gefährdet werden, sollten die gängigen Verfahrenswei-
sen kritisch hinterfragt und verbessert werden. Eine wirksame Vorbeugung von neu-
en Resistenzen sowie das Vermeiden einer Übertragung auf andere Patienten ist der 
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einzige nachhaltige Umgang mit MRSA. Dieses Verfahren wird in der niederländi-
schen Search and Destroy-Police angewandt. Sowohl der Patient als auch das Kran-
kenhauspersonal wird mit Abstrichen auf eine Kolonisierung mit MRSA untersucht. 
Dabei werden in den Niederlanden die Patienten in eine Hoch- und Niedrigrisiko-
Gruppe unterteilt. Zu der Hochrisiko-Gruppe gehören Patienten, die kein zusätzliches 
Risiko aufweisen, jedoch einen 24stündigen Aufenthalt in einem fremden Kranken-
haus innerhalb der letzten 6 Monate hatten, und  Patienten, die in ihrer Krankenge-
schichte bereits einmal ein MRSA positives Testergebnis hatten zusätzlich zu den 
sonst bekannten Risikofaktoren für eine MRSA-Kolonisierung [71].  
Die Hochriskio-Gruppe wird bis zum Testergebnis präventiv isoliert und erst nach 
negativem Testergebnis endisoliert. Alle anderen Patienten werden nicht präventiv 
isoliert, erst bei positivem Testergebnis wird dieser Patient isoliert und eine Eradika-
tion des Keims durchgeführt. Die Pflegekräfte, die in Kontakt mit dem positiv gete-
steten Patienten waren, werden dann auch auf eine MRSA Besiedlung getestet und 
falls nötig vom Dienst ausgeschlossen bis der Keim eradiziert wurde. Ergänzt wird 
dies durch einen engen Informationsaustausch zwischen den Krankenhäusern und 
den Gesundheitsinstituten und einer konsequenten Hand- und Oberflächendesinfekti-
on. Dies zeichnet sich als ein sehr kostenintensives Verfahren aus, wenn die Patien-
tenkohorte eine hohe Prävalenz mit MRSA hat. Eine stationäre Sanierung kostet im 
Schnitt 8000-9000 ", dies kommt durch den zusätzlichen Pflegeaufwand und die 
Kosten durch die Isolierung zustande [30, 41, 79]. Aus diesem Grund ist es wichtig, 
die MRSA-Rate so niedrig wie möglich zu halten. Dennoch zeigt sich dieses Verfah-
ren als kosteneffektiv, selbst wenn die Prävalenzrate für MRSA-Infektionen auf über 
8 % ansteigt [36, 71]. Dies erklärt sich dadurch, dass im Anfangsstadium durch gutes 
Screening die MRSA-Besiedlungen aufgedeckt und eradiziert werden können. Die 
Prävalenzrate kann somit gesenkt werden. Im Umkehrschluss werden MRSA-
Infektionen vermieden, die deutlich höhere Kosten verursachen und eine erhebliche 
Gefahr für hospitalisierte Patienten bedeuten. Genau dies zeigt ein aktuelles Projekt 
der EUREGIO Münsterland das MRSA-net [31, 81]. Zusätzlich ist seit Juli 2009 eine 
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nachgewiesene MRSA-Infektion im Blut oder im Liquor durch den Gesetzgeber 
meldepflichtig [82].  
 
1.2 Molekulare Nachweisverfahren von MRSA 
 
Zur Identifizierung von MRSA-kolonisierten Patienten wurden verschiedene Test-
verfahren entwickelt. Die klassischen Verfahren basieren auf einer kulturellen An-
zucht der Erreger auf nichtselektiven Medien (z.B. Blutagar) oder – nachfolgend 
entwickelt – auf Selektiv-Medien. Zur Sensitivitätssteigerung ist eine 24 h Anreiche-
rung in einer Flüssigbouillon mit anschließendem Beimpfen der festen Nährmedien 
ratsam. Die Bebrütung der festen Nährmedien benötigt erneut 24 h gefolgt von einer 
Kontrollablesung nach 48 h. Eine früheste Aussage konnte so erst nach zwei bzw. 
drei Tagen erfolgen. 
 
Abbildung 2 Kultureller Nachweis von MRSA [3] 
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Um eine schnelle und damit effektive Isolierung eines MRSA-Trägers zu gewährlei-
sten wurden Testsysteme auf molekularer Basis entwickelt. Dazu wird die Polymera-
se-Chain-Reaction verwendet. Bei einer PCR werden spezifische Genabschnitte mit-
tels Genbarken so genannten Primern verwendet, die sich an die vorgesehenen Be-
reiche der DNA anlagern und diese Abschnitte vervielfältigen. Die Primer bestehen 
aus Oligonukleotide, welche eine Nukleotidabfolge von ca. 20-30 Basenpaaren ha-
ben und sich komplementär an den gewünschten Stellen anlagern. Durch freie Nu-
kleotide (ATP, TTP, GTP und CTP) wird mittels einer Polymerase die DNA-
Abschnitte zwischen den Primern kopiert. Die DNA wird dazu zuerst auf 95°C er-
hitzt, damit sich die Doppelstränge auflösen und die Primer in einem anschließendem 
Kühlschritt von 50-60°C die Chance haben sich an die freien Stellen anzulagern. Bei 
Anlagerung kann nun der gewünschte Bereich mittels der Polymerase vervielfältigt 
werden. Dieser Schritt wird bei einer PCR mehrfach wiederholt. 
Grundsätzlich kann bei der MRSA-Diagnostik zwischen Multi-loci- und Single-
locus-PCR unterschieden werden. Bei der Multi-loci-PCR werden verschiedene Ge-
nabschnitte unabhänging von einander vervielfältigt. So kann das Vorhandensein des 
mecA Gens direkt nachgewiesen werden. Zusätzlich mit einem für S.aureus spezifi-
schen Bereich ist so ein möglicher MRSA-Befall detektiert. Dies funktioniert aber 
nur, wenn im Probenmaterial keine Methicilin-resistente-Koagulase-negativen 
Staphylococcen befinden, die auch das mecA Gen tragen. Da bei der Multi-loci-PCR 
nicht sicher nachgewiesen wird, aus welchem Erreger dieses Gen stammt. So würde 
nur ein MRSA Befall vorgetäuscht, wenn MSSA und MR-KoNS in einer Patienten-
probe gleichzeitig vorlägen. Um dies zu vermeiden wurde die Single-locus-PCR ein-
gesetzt. Bei dieser MRSA-Diagnostik wird nicht mehr direkt das mecA Gen nachge-
wiesen, sondern es wird lediglich das Vorhandensein der SSCmec und ein Staphy-
loccus-spezifische orfX-Genbereich zusammenhängend nachgeweisen. So kann si-
cher ein S.aureus selektiv mit positiver SCCmec in seinem Genom erkannt werden. 
Ein Nachteil dieser Methode ist, dass es Genmutationen gibt, sogenannte „Dop outs“, 
bei der das mecA Gen nicht in der SCCmec Kassette eingebettet ist. Dies führt zur 
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falsch positiven Testergebnissen. Zusätzlich müssen für verschiedene SCCmec, ver-
schiedene Target Primer erstellt werden.  
 
1.2.1 BD GeneOhm MRSA 
 
Das BD GeneOhm MRSA basiert auf der Single-locus-PCR im Multiplex-RealTime-
Verfahren. Bei der RealTime-PCR werden die Primer mittels fluoreszierender Farb-
stoffe markiert, so dass eine vorher definierte Lichtwellenlänge bei erfolgreicher 
Vervielfältigung detektiert werden kann. Dies ermöglicht eine Aussage über die 
Menge des vermehrten DNA Abschnitts in jedem Zyklus. Der Zyklus welcher ein 
positives Signal ausgibt, wird auch crossing point genannt. Der crossing point wird 
früher erreicht, je mehr Ausgangs-DNA vorliegt. Durch dieses Vorgehen kann ein 
positives Ergebnis früher erreicht werden und so eine Testaussage beschleunigt wer-
den. 
Werden mehrere, unterschiedliche Primerpaare in einer PCR Reaktion benutzt nennt 
man dies Multiplex-PCR. Dabei werden für die Primer jeweils unterschiedliche Wel-
lenlängen benutzt, damit eine Unterscheidung der jeweiligen DNA-Abschnitt erfol-
gen kann. Ein Problem dieses Verfahrens ist, dass alle Reaktionen um Nucleotide 
und Polymeraseaktivität konkurrieren.  
Zusätzlich kann die Polymeraseaktivität durch Verunreinigungen des Ausgangsmate-
rials gehemmt sein. Um dies zu relativieren wird eine interne Kontrolle mittels künst-
lichem DNA-Abschnitt durchgeführt. Ein falsch negatives Ergebnis soll so vermie-
den werden. Auch hierbei gilt es zu beachten, dass eine Interaktion zwischen interner 
Kontrolle und gewünschter Amplifikation möglich ist. 
Notwendig wird die Multiplex-PCR in der MRSA-Diagnostik auf Grund der ver-
schiedenen SCCmec-Arten, die alle das mecA Gen in sich tragen. Im verwendeten 
Verfahren von BD wird das mecA Gen nicht direkt nachgewiesen. Die Lage des Gen 
innerhalb der SCCmec zu einem S. aureus spezifischen Genbereich, wie im orfX 
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Gen, ist zu weit entfernt, um es im Single-locus durchzuführen. Daher wird nur ein 
Teilbereich des SCCmec und dem angrenzenden orfX Gen amplifiziert. 
 
Abbildung 3 Vereinfachtes Schema des Aufbaus von SCCmec [3] 
 
1.2.2 Analyseverfahren des BacLite Rapid® MRSA+ 
 
Das BACLITE Rapid MRSA+ basiert auf dem Verfahren der Biolumineszenz mittels 
Adenylatkinase Reaktion. 
    Adenylatkinase 
2 Adenosindiphosphat Adenosinmonophosphat + ATP 
 
Firefly-Luciferase-Reaktion: 
 
ATP + D-Luciferin + O2    AMP + PPi + Oxyluciferin + CO2 + Licht 
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Der kulturelle Nachweis wird über eine Inkubation der Abstrichtupfer von insgesamt 
4h erreicht. Dazu wird nach bereits 2h Bebrütung in einem Selektivmedium mit Ce-
foxitin und Colistin eine erste Testung durchgeführt. Dies nutzt das System um einen 
Wachstumsvergleich nach weiteren 2h zu erhalten. Nimmt die Biolumineszenz zu, 
wird von einem Wachstum von Methicillin-resistenten Bakterien ausgegangen.  
Die Menge des ausgesendeten Lichtes ist proportional zu der Anwesenheit von Ade-
nylatkinase und ATP. Da andere Bakterien durch die Antibiotika gehemmt werden, 
muss bei einer gesteigerten Lichtausstrahlung in der zweiten Lesung davon ausge-
gangen werden, dass ein Bakterienwachstum trotz Antibiotika stattgefunden hat. Da 
durch die Waschschritte im BacLite® Proben-Prozessor selektiv S. aureus in der Pro-
be belassen wurde und mittels Lysostaphin denaturiert wurde, wird davon ausgegan-
gen, dass Methicillin-resistenten S. aureus die Ursache der verstärkten Lichtreaktion 
ist. Dies wurde automatisch durch die Software ermittelt und mit den Kontrollgrup-
pen der Positiv- und Negativ-Gruppe verglichen.  
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Abbildung 4 BacLite Rapid MRSA Testverfahren 
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1.3 Aufbau der Studie 
 
Zum Screening auf eine Besiedlung mit MRSA wurden Nasenabstriche von 497 Pa-
tienten aus der Poliklinik und Klinik der Hals-, Nasen-, und Ohrenheilkunde des 
Universitätsklinikum Münster untersucht. Die Patientenproben wurden durch das ge-
schulte Pflegepersonal abgenommen und bei 4 °C in einem Kühlschrank gelagert. 
Am folgenden Tag wurden die Proben durch die beiden Diagnoseverfahren BD Ge-
neOhmTM MRSA und das BacLite Rapid® MRSA+ analysiert. Gleichzeitig wurde ei-
ne Vergleichskultur angelegt. Ein Abstrich wurde direkt auf Columbia-Agar Platten 
ausgestrichen und danach in einer mit Dextrose angereicherten Nährlösung für 24 h 
bebrütet und erneut ausgestrichen. Die gewachsenen Kulturen wurden dann morpho-
logisch und durch Schnellteste beurteilt und selektiv auf MRSA-Agar-Platten ausge-
strichen. 
Die zu untersuchenden Schnellteste wurden anhand der gewonnenen Daten auf Se-
lektivität, Spezifität und Positiver-, sowie Negativer-Voraussagewerte beurteilt und 
verglichen. 
 
1.4 Zielsetzung der Arbeit 
 
Ziel dieser Studie soll es sein, zwei Schnelltestverfahren, das BD GeneOhmTM 
MRSA und das BacLite Rapid® MRSA+, hinsichtlich ihrer Praktikabilität im 
klinischen Einsatz sowie ihre diagnostischen Parameter zu vergleichen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
 
2.1.1 Laboreinrichtungen und Geräte 
 
Brutschrank „Funktion Line“ Heraeus, Hamburg 
BacLite® Reader 3M, Neuss 
BacLite® Proben-Prozessor 3M, Neuss 
Kühl- und Gefrierschränke: 
verschiedene Modelle Kirsch, Offenburg 
Pipetten: 
verschiedene Modelle Eppendorf, Hamburg 
PC mit BacLite Systemsoftware 3M, Neuss 
Smart Cycler II  Cepheid, Sunnyvale, CA 
Stoppuhr 
Tintenstrahl-Drucker Hewlett-Packard, Böblingen 
Vortexer: 
REAX Top und REAX 2000 Heidolph, Schwabach 
 
 
2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
 
BacLite® Rapid MRSA+ Reagenz 1 3M, Neuss 
BacLite® Rapid MRSA+ Reagenz 1 
Verdünnungsmittel 3M, Neuss 
BacLite® Rapid MRSA+ Reagenz 2 3M, Neuss 
BacLite® Rapid MRSA+ Reagenz 2  
Verdünnungsmittel 3M, Neuss 
BacLite® Rapid MRSA+ Reagenz 3 3M, Neuss 
BacLite® Rapid MRSA+ Capture-Reagenz 3M, Neuss 
BacLite® Rapid MRSA+ AK-Kontrolle 3M, Neuss 
BacLite® Rapid MRSA+ Supplement: 
Cefoxitin und Colistin 3M, Neuss 
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BacLite® Rapid MRSA+ Nährlösung 
(aus bovinem Material gewonnen) 3M, Neuss 
BacLite® Rapid MRSA+ Mikrotiterplatten 
und Abdeckfolien 3M, Neuss 
BacLite® Rapid MRSA+ Abstrichtupfer 3M, Neuss 
Bijous 3M, Neuss 
Columbia-Blutagar heipha Dr. Müller GmbH, Eppelheim 
Einmalimpfschlingen: 1 #l und 10 #l loops Nunc, Roskilde (DN)  
Lyseröhrchen (Lysis tube) 
Glasperlen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Kontroll-DNA (Control DNA) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Proben-Puffer (Sample buffer) 
Tris-EDTA-Puffer Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Plastikstäbchen PP, steril Heinz Herenz Medizinalbedarf 
 GmbH, Hamburg 
Pastorex Staph Plus® Bio-Rad, Laboratories GmbH, 
 München 
Pipettenspitzen,  
verschiedene Größen (teils gestopft) Sarstedt, Nümbrecht 
Smart Cycler-Reaktionsgefäß, 25 µl Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
 
2.1.3 Gebrauchtslösungen 
 
Aqua bidestillata Eigenherstellung 
Haupt-Mischung (Master mix) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
HCL 25 % Eigenherstellung 
Natriumchlorid 0,9 % Eigenherstellung 
Verdünnungsmittel (Diluent) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
 
2.1.4 Software 
 
IDI-MRSA GeneOhm, San Diego, CA; 
 BD Diagnostics 
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SmartCycler DX software, version 1.7 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
 
2.2 Methoden 
 
2.2.1 Patientenproben 
 
Im Rahmen der regulären Aufnahme wurden insgesamt 497 Patienten über den Zeit-
raum vom 14.04.2008 bis zum 10.07.2008 in der Poliklinik und der Klinik für Hals-, 
Nasen-, Ohrenheilkunde des Universitätsklinikums Münster Nasenabstriche ent-
nommen. Die Abstriche wurden gesammelt, bei 4 °C gelagert und am nachfolgenden 
Tag morgens abgeholt und in der Diagnostik bearbeitet. 
 
2.2.2 Ausschlusskriterium von Patienten 
 
Es wurden keine Proben von Patienten genommen, die Vicks® oder Sinex® Nasen-
spray oder andere Nasensprays mit Antihistaminika, Steroide, Dekongestiva oder 
antibakteriell wirkende Mittel verabreicht bekommen hatten, um mögliche Auswir-
kungen auf die Testergebnisse zu vermeiden. 
 
2.2.3 Randomisierung 
 
Pro Patient wurden zwei unabhängige Nasenabstriche durchgeführt. Ein Nasenab-
stich wurde mit einem 3M Ami-Swap für das Baclite® Gerät und ein Abstrich mit 
einem Duo-Transswap Amie abgenommen. Der Duo-Transswap wurde für den BD 
GeneOhmTM MRSA-Test und die kulturelle Kontrolle verwendet. Um die Randomi-
sierung des zuerst abgenommenen Abstriches zu gewährleisten wurde wie nachfol-
gend aufgeführt verfahren: In einem DIN-B5 Umschlag wurde der zu erst abzuneh-
mende Nasentupfer mit Anforderungsschein gelegt, zusätzlich wurde ein DIN-Lang 
Umschlag mit dem zweiten Abstrichtupfer hinzugelegt. So konnte gewährleistet 
werden, dass die abzunehmenden Abstrichtupfer durch das Krankenhauspersonal 
randomisiert abgenommen werden konnten. 
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Die Patientenproben wurden gesammelt und morgens von der Klinik für Hals-, Na-
sen-, Ohrenheilkunde abgeholt und in die Diagnoseverfahren des BacLite® Rapid 
MRSA und des BD GeneOhmTM MRSA-Test gegeben. Beide Verfahren wurden 
nach Herstellerangaben betrieben. 
 
2.2.4 Bedienung des BacLite Rapid® MRSA+ 
 
Jeder Durchlauf benötigte eine Positiv- und eine Negativ-Kontrolle, die jeden Mor-
gen erneut erstellt wurden. Für die Positiv-Kontrolle wurden einige Kolonien von 
MRSA ATCC 33592 in 0,9 % NaCL Lösung suspensiert und gevortext, um auf eine 
Verdünnung von McFarland Standart von 0.5 zu erhalten. Anschließend wurde diese 
Lösung 1/100 verdünnt und 50 µl auf einem 3M Ami-Nasentupfer aufgetragen. Für 
die Negativ-Kontrolle wurden Kolonien von MSSA ATTC 9144 verwendet in 0,9 % 
NaCL Lösung suspensiert und gevortext, um jedoch eine Verdünnung von McFar-
land Standart 1.0 zu erreichen. Danach wurden 50 µl auf einem sterilen Tupfer auf-
getragen. Die verwendete Nährlösung wurde einen Tag vorher in den Brutschrank 
gestellt, um die gewünschte Temperatur von 37 °C zu erreichen. Die Tabletten des 
Supplement Kits wurden in der Nährlösung vollständig aufgelöst und anschließend 
wurde jeweils 1 ml dieser Lösung in Bijous pipetiert. Die Abstrichtupfer der Patien-
ten sowie die Positiv- und Negativ-Kontrolle wurden kopfüber in die Probenbehälter 
gegeben und an der Kante abgebrochen. Danach wurden die verschlossenen Behälter 
zweimal für 5 sec. gevortext und im Brutschrank für 2 h bei 37 °C inkubiert. 
 
2.2.5 Vorbereitung des BacLite® Reader 
 
Der gesamte Inhalt des Reagenz 1 Verdünnungsmittels wurde in den Behälter von 
Reagenz 1 (Lysophilisiertes Lysostaphin) überführt. Genauso wurde mit den anderen  
Reagenz 2 (Lyophilisiertes Luciferin) verfahren. Die Reagenz 3 (Naphtholblau) wur-
de mit keinem Verdünnungsmittel vermischt. Nach kurzem Vortexen wurden die Lö-
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sungen für 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurden mittels der 
BacLite Software auf dem zur Verfügung gestellten Computer die Reagenzien in den 
Reader eingesetzt. 
 
2.2.6 Vorbereitung des BacLite® Proben-Prozessor 
 
Innerhalb der ersten 2 h Inkubationsphase wurde der Prozessor vorbereitet. Das Ge-
rät wurde eingeschaltet und nach den Angaben des Herstellers im Benutzerhandbuch 
auf die Verarbeitung einer MRSA-Titerplatte eingestellt. 
 
2.2.7 Analyseverfahren der Patientenproben 
 
Nach der zweistündigen Inkubationszeit wurde die Mikrotiterplatte vorbereitet. Dazu 
wurden 20 µl das Capture-Reagenz in die Vertiefungen für die Positiv- und Negativ-
Kontrolle und jede, der für die Patientenproben vorgesehenen, Vertiefungen pipe-
tiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Vertiefungen der Antikörper-Kontrolle 
und die der Nährlösungs-Kontrolle freigelassen wurden. Anschließend wurden die 
Bijous mit den Patientenproben zweimal für 5 Sekunden mit dem Vortexer geschüt-
telt und 150 µl in die beiden nebeneinander liegenden, für diese Probe vorgesehenen 
Vertiefungen auf der Platte, pipetiert. Danach konnten die Mikrotiterplatte eingesetzt 
und vom Prozessor bearbeitet werden. Dabei wurden die Proben mit den Magnetpar-
tikeln des Capture-Reagenz vermischt und mehrmals mit Nährlösung gewaschen. 
Um sicher zu stellen, dass nur S. aureus bei der Analyse vorhanden war und alle an-
deren Mikroben herausgewaschen wurden, wurde dieser Reinigungsschritt durchlau-
fen. 
 
Nach dem der BacLite® Proben-Prozessor mit dem Reinigungsschritt abgeschlossen 
war, wurden 20 µl der AK-Kontrolle in die dafür vorgesehene Vertiefung am Anfang 
und am Ende der Mikrotiterplatte gegeben. Dann wurde die Mikrotiterplatte in den 
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BacLite® Reader überführt und die erste Messung gestartet. Damit begann die zweite 
Inkubation von 2 h. 
Die Mikrotiterplatte wurde die ganze Zeit im BacLite® Proben-Prozessor und auch 
im BacLite® Reader bei 37 °C inkubiert. 
 
Nach der ersten Lesung wurde die Platte mit einer selbstklebenden Abdeckfolie ver-
siegelt und für die restliche Zeit der Inkubation in einen Wärmeschrank bei 37 °C 
bebrütet. Anschließend wurde die zweiten Lesung in den BacLite® Reader durchge-
führt und die Ergebnisse auf eine MRSA-Anwesenheit automatisch interpretiert. 
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2.2.9 BD GeneOhmTM MRSA-Test 
 
Jede Patientenprobe wurde in ein sample buffer-Röhrchen gegeben. Dazu wurde der 
Tupfer an dem Röhrchenrand abgebrochen und fest verschlossen. Alle Proben wur-
den daraufhin für eine Minute bei maximaler Drehzahl auf dem Vortexer gemischt. 
Anschließend wurde die gesamte Zellsuspension in ein lysis tube transferiert. Diese 
wurden für 5 Minuten bei hoher Drehzahl (zwischen 14000g und 21000g) zentrifu-
giert. Der Überstand wurde danach entfernt und verworfen. Zum verbleibenden Pal-
let wurde 50 µl sample buffer hinzugefügt. Anschließend wurden die Probenbehälter 
für 5 Minuten auf dem Vortexer gemischt und mittels Quick-Spin der Inhalt auf dem 
Boden des Röhrchens gebracht. Die Behälter wurden dann auf 95 °C für 2 Minuten 
erhitzt und anschließend sofort auf Eis gegeben. 
 
2.2.10 BD GeneOhmTM MRSA-Testvorgang 
 
In die benötigte Anzahl von master mix-Röhrchen wurde 225 µl diluent gegeben und 
anschließend für 5-10 Sekunden auf dem Vortexer gemischt. Dann wurden je 25 µl 
des master-mix in die vorgesehenen Smart Cycler® Reaktionsgefäße transferiert und 
2,8 µl von den zuvor lysierten Patientenproben hinzugegeben. Für die Positivkontrol-
le wurde in ein control DNA-Röhrchen 225 µl sample buffer gegeben und für 5-10 
Sekunden auf dem Vortexer gemischt. Dann wurden 2,8 µl der Lösung in ein Smart 
Cycler® Reaktionsgefäß überführt. Für die Negativkontrolle wurden 2,8 µl vom sam-
ple buffer in ein Smart Cycler® Gefäß transferiert. Alle Behälter wurden danach für 
5-10 Sekunden zentrifugiert und in den Smart Cycler mit eingestelltem BD Gene-
OhmTM MRSA-Testprotokoll in ein I-CORE®-Modul eingelegt. Danach wurde der 
Smart Cycler® gestartet. Die Ergebnisse wurden von der Smart Cycler® Software au-
tomatisch interpretiert und ausgegeben. 
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2.2.11 Kulturbasierte Analysen 
 
Jede Patientenprobe wurde durch eine kulturbasierte Vergleichsanalyse als Gold-
standard verglichen. Dazu wurde ein Abstrichtupfer des Duo-Transswap Amie auf 
einer Columbia-Blutagar Platte in einem drei Ösenausstrich ausgestrichen und da-
nach die Spitze in einer Dextrose-Bouillon ausgedrückt für 24 h bei 37 °C angerei-
chert und danach 10 µl auf einer Columbia-Blutagar Platte ausgestrichen. Die ge-
wachsenen Kulturen wurden mit Pastorex Staph Plus und mittels Vitek-2 identifi-
ziert. 
Zusätzlich wurde jede Patientenprobe aus der Analyse des BacLite® MRSA+ nach 
den ersten  2 h Inkubation s.2.2.4 auf Columbia-Blutagar Platten ausgestrichen und 
gewachsene Kolonien von S. aureus isoliert und kryoarchiviert. 
 
2.2.13 Definition von falsch-positiv und falsch-negativ Ergebnissen 
 
Eine Patientenprobe, die im BacLite® MRSA+ oder im BD GeneOhmTM MRSA-Test 
als positiv eingestuft wurde und nicht mittels kulturellem Nachweis bestätigt werden 
konnte, wurde als falsch positiv eingestuft. Vorgesehen war im Studienprotokoll, 
dass, wenn ein positives Schnelltestergebnis, welches nicht durch das Vitek bestätigt 
werden konnte, eine DNA-Sequenzierung des Stammes zur abschließenden Eintei-
lung erfolgen sollte. Dies trat jedoch während dieser Studie nicht ein.
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3 Ergebnisse 
 
Innerhalb des Zeitraums vom 14.04.08 bis zum 10.07.08 analysierten wir Nasenab-
striche von 497 Patienten. Bei fünf Patienten konnte eine MRSA Besiedlung nach-
gewiesen werden. Die Prävalenz innerhalb der Kohorte entspricht damit 1,0 %. 
Insgesamt konnten wir 881 Stämme isolieren, davon waren 729 Koagulase-negative 
Stämme, worunter sich 625 Methicillin-sensible und 104 Methicillin-resistente 
Stämme befanden. 152 Stämme konnten als S. aureus identifiziert werden, sechs 
Stämme davon waren MRSA. Bei 32 Patienten konnten keine Besiedlung mit Mi-
kroorganismen erfasst werden s.Tabelle 4. 
Der BD GeneOhmTM MRSA-Test konnte alle mit MRSA besiedelten Patienten iden-
tifizieren. Das BacLite® MRSA+ fand die MRSA Besiedlung bei zwei Patienten. 
Drei MRSA-Träger wurden von diesem Test nicht entdeckt. 
 
Tabelle 1 Vier Felder Tafel BacLite® Rapid MRSA 
 MRSA 
positiv 
MRSA 
negativ 
Summe Spezifi-
tät 
(%) 
Sensitivität 
(%) 
PPV 
(%) 
NPV 
(%) 
Testergebnis 
positiv 
2 8 10 98,37 40,0 20,0 99,38 
Testergebnis 
negativ 
3 484 487 
    
Summe 5 492 497 
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Tabelle 2 Vier Felder Tafel BD GeneOhmTM MRSA 
 MRSA 
positiv 
MRSA 
negativ 
Summe Spezifität 
(%) 
Sensitivität 
(%) 
PPV 
(%) 
NPV 
(%) 
Testergebnis 
positiv 
5 5 10 98,98 100,0 50,0 100,0 
Testergebnis 
negativ 
0 487 487 
    
Summe 5 492 497 
    
 
 
 
 
Abbildung 5 Anzahl der Keimbesiedlung im Nasenvorhof 
 
Keiner der Studienteilnehmer wies mehr als fünf verschiedene Keime in seinem Na-
senbereich auf.  
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Tabelle 3 Keimanzahl der Patienten 
Patienten mit 
einem Erreger 
Patienten mit 
zwei Erreger 
Patienten mit drei 
Erreger 
Patienten mit vier 
Erreger 
Patienten mit 
fünf Erreger 
189 173 69 31 3 
 
 
Tabelle 4 Erregerbesiedlungen im Patientenkollektiv 
 Ohne Co-Besiedlung Co-Besiedlung mit  
  MR-CoNS MS-CoNS MR + MS-CoNS  
MRSA-
Träger 
2  2   
MR + MSSA-
Träger 
  1   
MSSA-
Träger 
24 5 102 7  
Ohne 32 43 245 34  
Gesamt 58 48 350 41 497 
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Abbildung 6 Keimbesiedlung der Patienten aufgeschlüsselt nach Methicillin-Sensibilität 
!"#$%& '#(%&$#)%&*#+%&
!,#'%&
(-#*%& *$#-%&
(#(%&
*'#'%&
$%& *$%& ,$%& '$%& "$%& +$%& -$%& ($%& )$%& !$%& *$$%&
./012314&5&678.&9:;&*'"<&,(%=&
./012314&9:;&,-<&+#,%=&
678.&9:;&',,<&-"#)%=&
>..?&5&>.@678.& >..?&5&>A@678.& >A.?&5&>A@678.& >A.?&5&>.@678.&
>.& >.&5&>A& >A&
:12&
3 Ergebnisse  
 
 
29
 
 
Abbildung 7 Boxensplot Alter der Studienteilnehmer 
 
Das durchschnittliche Alter der MRSA-Keimträger war mit 71 Jahren höher als das 
aller Patienten im Vergleich mit 47 Jahren. 
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4 Diskussion 
 
Beide Testsysteme, BD-GeneOhmTM MRSA und BacLite Rapid MRSA+ konnten 
MRSA-Patienten innerhalb der von den Herstellern vorgegeben Referenzgrenzen 
erkennen. Diese waren für das BacLite Rapid MRSA: 94,6% Sensitivität, 96,9% 
Spezifität und einen NPV von 99,9%. Für das BD-GeneOhmTM MRSA waren dies: 
92,5% Sensitivität, 96,4% Spezifität und ein NPV von 98,2% [1, 7]. 
Im Vergleich zu unseren Ergebnissen für das BacLite: 40,0% Sensitivität, 98,3% 
Spezifität und NPV von 99,38%. BD-GeneOhmTM: 100,0% Sensitivität, 98,98% 
Spezifität und ein NPV von 100,0%. 
Bei jenen Patienten, bei denen in dieser Studie MRSA nachgewiesen werden konnte, 
konnte keine vorherige Trägerschaft in der Patientenanamese erhoben werden. Kein 
Patient kam aus einem Krankenhausaufenthalt oder war Patient in einer Pflegeein-
richtung. Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied in der Altersverteilung. So waren 
die MRSA-Patienten im Durchschnitt 24 Jahre älter als das Vergleichskollektiv. Dies 
zeigt sich konform mit der Annahme, dass ältere Patienten eine höhere Wahrschein-
lichkeit der Risikofaktoren(s.S.7), wie z.B. Pflegeeinrichtungsaufenthalt oder schwe-
re Grunderkrankungen, für eine MRSA-Besiedlung haben [65]. 
In unserer vorangehenden Studie zur Evaluation des BacLite Rapid MRSA+ konnten 
wir unter Laborbedingungen alle MRSA-Stämme und alle MSSA-Stämme detektie-
ren [99]. Dieses lässt sich durch das Studiendesign und in der Aufbereitung der Pro-
ben erklären. Die getesteten Bakterienkulturen wurden einer Institutssammlung des 
Mikrobiologischen Instituts Münster entnommen und standardisiert in 0,9 % NaCL-
Lösung auf eine Verdünnung von 0.5 McFarland gebracht. Durch diesen Schritt 
konnten wir eine vergleichbare Bakterienkonzentration gewährleisten. Dies lässt den 
Schluss zu, dass unsere entnommenen klinischen Proben möglicherweise bei drei 
Patienten eine zu geringe Bakterienkonzentration aufwiesen, um noch ein positives 
Testergebnis zu gewährleisten. In den anderen bisherigen Publikationen über das Ba-
cLite Rapid MRSA+ zeigte sich eine Sensitivität von 94,6 % und 95,9 % sowie eine 
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Spezifität von 96,9 % und 88,8 % [53, 72]. Die Spezifität liegt mit 98,4 % in unse-
rem Testergebnis sowohl über den der bisherigen Studien als auch den Angaben des 
Herstellers. Mit 40,0 % weicht jedoch die Sensitivität von den bisher gemessenen 
Werten ab. Wir konnten keinen systemischen Fehler für diese Abweichung ausma-
chen. Es ist bekannt, dass MRSA-Stämme unterschiedliche MHK (Minimale Hemm-
konzentration)-Werte für Cefoxitin besitzen. Es wäre möglich, dass die verwendete 
Konzentration weit über dem MHK-Wert der MRSA-Stämme lag und daher das 
Wachstum von Stämmen mit geringeren MHK-Werten durch das Antibiotikum un-
terdrückt wurden. Damit wäre kein ausreichendes Bakterienwachstum erzielt um ei-
ne MRSA Detektion zu ermöglichen. Auf den Blutagarplatten konnten Kulturen die-
ser Stämme angezüchtet werden, sie hatten jedoch eine längere Inkubationszeit von 
24 h. Die kurze Inkubationszeit von vier Stunden beim Testverfahren des BacLite 
Rapid MRSA+ könnte ein wesentlicher Grund für die geringere Erkennungsrate sein. 
Das BD GeneOhmTM MRSA operierte innerhalb der erwarteten Werte, die von vielen 
anderen Studien beschrieben wurden [8, 11, 20, 22, 23, 28, 47]. Allein der positive 
prädiktive Wert lag durch die vielen falsch positiven Ergebnissen bei 50,0 %. Eine 
mögliche Erklärung wäre, dass bei einigen Stämmen das entsprechende genetische 
mobile Element, also das SCCmec-Element, vorhanden war, jedoch das Gen mecA 
fehlte und daher keine Resistenz gegenüber Methicillin ausgebildet werden konnte. 
Diese SCCmec-Kassettenreste ohne das mecA–Gen oder andere SCC, die kein mecA-
Gen, dafür aber andere Gensequenzen tragen, die nicht das PBP2a produzieren, kön-
nen für falsch-positive Ergebnisse verantwortlich sein (sog. drop-out-Stämme) [19, 
43, 50, 85]. Dadurch, dass der Test nicht das mecA direkt nachweist, können falsch 
positive Ergebnisse bei MSSA auftreten. 
Weitere falsch-positive Ergebnisse können möglicherweise von mecA-positiven 
Koagulase-negativen Staphylococcus spp. durch homologe orfX Genabschnitte er-
zeugt werden [29]. Solche Stämme sind bisher jedoch nicht publiziert worden. 
Ein Nachteil des molekularen Nachweisverfahrens besteht darin, dass die hohe gene-
tische Variabilität innerhalb der SCCmec nicht durch den BD GeneOhm MRSA Test 
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kompensiert werden können [27]. Die verwendeten Primer sind nur in der Lage an 
den vorgewählten Varianten der SCCmec und des orfX Abschnitts zu binden. Weist 
eine der beiden Stellen eine Mutation auf, ist der Test unter Umständen – je nach 
Primerbindungsverhalten - nicht mehr in der Lage ein positives Ergebnis zu liefern. 
Trotzdem kann es sich um einen MRSA handeln. Dies kann nur durch Ergänzung 
neuer Primer für neue SCCmec-Varianten aufgefangen werden, welches eine ständi-
ge Adaptation des Herstellers auf neue (Sub)Klassen nötigt macht. Bis diese Primer 
zur Verfügung stehen kann jedoch ein MRSA-Stamm eine unbemerkte Besiedlung in 
der Bevölkerung vornehmen. Gleichzeitig muss bedacht werden, dass ein hinzufügen 
weiterer Primer eine Steigerung der Fehlerquote zur Folge haben kann, da diese wie-
der eine Interaktion untereinander eingehen können. Erst kürzlich ist eine neue Vari-
ante des mecA Gen-Abschnitts, dem mecALGA251 entdeckt worden. Dieser Ge-
nabschnitt zeigt zusätzlich neue Verhaltenweisen bei der etablierten Standart-
Diagnostik. So zeigen Latex-Tests bei diesem Stamm keine verlässlichen positiven 
Ergebnisse [60]. 
Da das BacLite Rapid MRSA+ nur die phänotypische Eigenschaft der Methicillin-
Resistenz testet, ist es unempfindlich für stille Mutationen. Auch zukünftige MRSA-
Stämme sind durch diese Methode zu detektieren. Das ist ein Vorteil gegenüber der 
reinen molekularen Analyse. 
 
4.1 Vergleich BD GeneOhm MRSA mit BacLite Rapid MRSA+ 
 
Beide Schnellteste zeigen, dass sie in der Lage sind, eine MRSA Trägerschaft zu er-
kennen. Das BD GeneOhmTM MRSA Testsystem konnte in unserer Studie alle fünf 
Träger erkennen und hat weitere fünf Patienten falsch-positiv bewertet. Das BacLite 
Rapid MRSA+ konnte von fünf MRSA Patienten nur zwei erkennen und hat acht Pa-
tienten falsch-positiv bewertet. Bei dem Einsatz dieses Gerätes wären bei der Seach 
and Destroy-Strategie drei Patienten nicht erkannt worden und hätten den MRSA-
Erreger auf andere Patienten oder das Krankenhauspersonal übertragen können. 
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Das BD-GeneOhm MRSA zeigt eine deutlich zuverlässigere Detektion von MRSA 
mit der Sensitivität von 100,0% und einen NPV von 100,0% kann sehr sicher eine 
Besiedlung erkannt werden. Ein negatives Ergebnis kann sicher als solches gewertet 
werden. Gerade im klinischen Alltag ist dies ein wichtiges Merkmal eines Screening-
tests. Auch wenn unsere Ergebnisse über den Herstellerangaben liegen, wäre bei ent-
sprechender Anzahl von Patienten sicher ein falsch-negatives Testergebnis zu erwar-
ten, gerade in Anbetracht, dass nicht alle SCCmec Sub-Typen erkannt werden kön-
nen. Das Baclite-Testverfahren zeigte sich nicht so zuverlässig. Mit einer Sensitivität 
von 40,0% und einem NPV von 99,38% ist die Aussage über ein negatives Ergebnis 
zwar zuverlässig, jedoch werden nicht einmal die Hälfte aller MRSA Besiedlungen 
erkannt. 
Bei beiden Geräten wären die gleichen Kosten für Isolation und Pflegebetreuung 
aufgetreten, da beide Geräte insgesamt bei zehn Patienten ein positives Testergebnis 
lieferten. Beim BD GeneOhm MRSA wären alle Patienten, die wir in dieser Studie 
als MRSA-Träger erkennen konnten, isoliert und behandelt worden, dies zeigt ein 
besseres Kosten/Nutzenverhältnis und hätte die größtmögliche Sicherheit für Patien-
ten und Krankenhauspersonal gewährleistet. 
Die Besiedlung mit MRSA innerhalb unserer Patientenkohorte bei S. aureus Trägern 
liegt mit 3,5 % weit unter der durchschnittlich bestimmten Besiedlung von 20,0 %, 
die für Deutschland angegeben wird [91]. Sie entspricht damit einem Low-
Prävalenz-Setting, wie für die Niederlande und Skandinavien beschrieben. Ein mög-
licher Grund könnte das MRSA-net des Euregio-Projekts Twente/Münsterland sein. 
Ziel dieses Projektes ist die grenzüberschreitende Vernetzung von Gesundheitsein-
richtungen und Kliniken, um die MRSA-Rate auf der deutschen Seite zu erfassen 
und langfristig auf das niederländische Niveau abzusenken [21, 25, 31, 57]. Um eine 
mögliche Keimbesiedlung zu Beginn des Krankenhausaufenthalts zu entdecken, 
wurden Verfahren mit den Krankenhäusern abgesprochen,  welche die Patienten 
wirksam isolieren und so einer MRSA-Ausbreitung entgegenwirken können. Das 
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Krankenhauspersonal wurde im Umgang mit MRSA-Patienten geschult und einheit-
liche Standards etabliert. 
 
In den Niederlanden herrscht eine sehr geringe Rate von MRSA. Aktuelle Untersu-
chungen zeigen, dass diese Zahlen stabil bleiben, während fast weltweit die MRSA-
Rate zunimmt [69, 102]. Dies kann als ein Erfolg der zwar kostenintensiven, aber 
wirksamen, aktuellen Verfahrensweise in den Niederlanden gesehen werden.  
Die Effizienz dieses Vorgehens zeigte sich besonders deutlich bei einem „MRSA-
Ausbruch“ in der Region Rijnmond im Jahre 2000 [101, 103]. Nachdem über mehre-
re Jahre in dieser Region die MRSA-Prävalenz mit einem MRSA-Klon USA 300 von 
3,0 % auf 33,0 % anstieg. Als Fehlerquelle konnte ein nicht ausreichendes Nach-
weisverfahren für diesen Klon ausgemacht werden. Durch diesen systemischen Feh-
ler, konnte sich MRSA USA 300 als CA-MRSA innerhalb der Bevölkerung ausbrei-
ten. Nach der Entdeckung wurden die Testverfahren angepasst und durch Anwen-
dung der Search and Destroy- Police konnte die MRSA-Prävalenz wieder auf landes-
typische Werte gebracht werden. 
Es zeigte sich hier, dass sich die Stämme auf andere Personen ausbreiten können, 
wenn MRSA-Raten nicht entdeckt und effektiv bekämpft werden. Auf der anderen 
Seite kann mit der Search and Destroy- Police die Anzahl der MRSA-Keimträger 
zudem deutlich reduziert werden. Dadurch können Antibiotikatherapien wieder an-
gewandt werden, die auf den MRSA-Keim keine Wirkung gehabt hätten. 
In Deutschland herrscht im Mittel eine höhere Prävalenz als in Skandinavien und den 
Niederlanden, so wären eine Search and Destroy-Police zu beginn teurer als die Iso-
lationskosten der „zufällig“ aufgefallenen MRSA Patienten, dies würde sich aber bei 
einem konsequenten Vorgehen schnell rechnen, wenn die Raten von MRSA gesenkt 
werden können. Eine Senkung auf unter 1,0 % wäre schon nach sechs Jahren mög-
lich, wenn die Search and Destroy-Police konsequent angewandt würde.[10, 18] 
Von dem Kostenaufwand abgesehen, würde mit diesen Maßnahmen bei vielen Pati-
enten eine Infektion mit MRSA vermieden und ein möglicher letaler Krankheitsver-
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lauf abgewendet werden können. Eine Untersuchung von Gastmeier et al. bestätigt, 
dass es in Deutschland ca. 400.000 – 600.000 nosokomiale Infektionen und ca. 7.500 
– 15.000 damit verbundene Todesfälle gibt, wovon 1.500 – 4.500 Tode vermeidbar 
sein könnten [34]. In Intensivstationen verursacht MRSA 16.3 % von diesen noso-
komialen Infektionen [35]. Dies würde ca. 1.200 – 2.500 Fällen im Jahr nach der 
Annahme von Gastmeier et al. bezogen auf Patienten in Intensivstationen entspre-
chen und nach Resch et al. gibt es knapp 93.000 MRSA Fälle in Deutschland. Wür-
den die Ergebnisse unserer Studie auf diese Fallzahlen angewandt, könnten alle 
MRSA besiedelten Patienten durch das BD-GeneOhm aufgedeckt und entsprechend 
behandelt werden. Es ergibt sich demnach ein großes Potential für die Patientensi-
cherheit in Deutschland. Das BacLite Rapid MRSA+ hätte von den angenommenen 
ca. 14.000 nosokomialen MRSA-Fällen in 2006 [33], wenn wir unsere Ergebnisse zu 
Grunde legen, nur 5600 erkannt. 8400 MRSA Besiedlungen wäre nicht erkannt wor-
den. 
 
Wie neuste Untersuchungen zeigen ist S. epidermidis in der Lage die Besiedlung von 
S. aureus durch eine Serin-Protease zu hemmen [49]. Dies lässt den Schluss zu, dass 
S. epidermidis besiedelte Patienten seltener zusätzlich S. aureus Keimträger sind. 
Neue mögliche Therapieoptionen, die die Serin-Protease nutzen, könnten sich da-
durch ergeben. Jedoch sind solche neuen Therapien nicht kurzfristig verfügbar. Auch 
kürzliche aufgezeigte Konkurrenz zwischen verschiedenen, die Nase kolonisierenden 
Spezies, einschl. S. aureus, können evtl. zukünftig alternative Wege zur Eradizierung 
eines MRSA-Trägertums aufzeigen [108]. 
Bei ansteigender Resistenz der Keime zeigt dies einen Therapieengpass auf. Daher 
müssen Schnelltestverfahren in der täglichen Routine-Diagnostik eingesetzt werden, 
um eine Verbreitung dieser resistenten Stämme zu verhindern und den MRSA-
Träger dekolonisieren zu können. Die Kosten für das Gesundheitssystem können so 
limitiert und die Gefahr für den Patienten und das Pflegepersonal abgewendet wer-
den. 
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Schnellteste sind nicht in der Lage Kulturverfahren zu ersetzen, sie können nur er-
gänzend im Krankenhaus- und Pflegemanagment eine frühzeitige Aussage über not-
wendige Verhaltens- und Therapiemaßnahmen machen. Jeder positiv getestete Pati-
ent muss zur Verifikation kulturtechnisch gegen geprüft werden. Nur so lassen sich 
falsch-positive Testergebnisse filtern und komplette Resistenztestungen respektive 
Genotypisierung durchführen. Erst dadurch wird es möglich alternative Antibioti-
katherapien effektiv einzusetzen. Daher wird auch in Zukunft der kulturelle Nach-
weis notwendig und als Gold-Standard erhalten bleiben. 
 
4.3 Ausblick 
 
Das molekulargenetische Nachweisverfahren BDGeneOhm zeigt eine bessere Zuver-
lässigkeit mit einer Sensitivität von 100,0% einer Spezifität von 98,98% S und einem 
NPV von 100,0%. Unsere Ergebnissen für das BacLite Rapid MRSA+ im Vergleich 
zeigte eine Sensitivtät von 40,0%, eine Spezifität von 98,3% und NPV von 99,38%.  
Implementiert in einer Search and Destroy-Strategie kann ein molekularer Schnell-
test die MRSA besiedelten Patienten aufspüren, gefährliche Erkrankungen vermeiden 
und helfen Kosten zu sparen. Das BD GeneOhmTM MRSA-Testsystem stellt nach 
den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnissen eine sensitive und spezifi-
sche Schnelltest-Methode zum MRSA-Screening dar. In Einklang mit unseren Erhe-
bungen hat der Hersteller 3M das Gerät BacLite Rapid MRSA+, wegen unzureichen-
der Aussichten und nicht erfüllter Erwartungen, vom Markt genommen.
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Abb. Abbildung 
bzw. beziehungsweise 
CA Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika 
ccr cassette chromosome recombinase 
h Stunde(n) 
i.B. im Besonderen 
KoNS Koagulase negative Staphylococcus 
µl Mikroliter 
µm Mikrometer 
MIC minimum inhibitory concentration 
ml Milliliter 
MR Methicillin-resistent 
MS Methicillin-sensibel 
MR-KoNS Methicillin-resistenter Koagulase negativer Staphylococcus 
MS-KoNS Methicillin-sensibler Koagulase negativer Staphylococcus 
MRSA Methicillin-restistenter Staphylococcus aureus 
MSSA Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus 
orfX Open Reading Frame of unknown funktion 
PCR Polymerase Chain Reaktion 
PPV Prädiktiver Positiver Wert 
PNV Prädiktiver Negativer Wert 
PVL Panton-Valentine Leukocidin 
sec. Sekunde 
S. aureus Staphylococcus aureus 
SCCmec Staphylococcus Cassette Chromosom mec 
U/min Umdrehungen pro Minute 
usw. und so weiter 
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VRSA Vancomycin-resistenter Staphylococcus aureus 
VISA Vancomycin-intermidiate Staphylococcus aureus 
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7 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis  
 
 
54
7 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis 
 
Abbildung 1 Verschiedenen SCCmec Elemente mit ihren Varianten nach 
Grundmann, H et al.[37] ...................................................................................... 4!
Abbildung 2 Kultureller Nachweis von MRSA [3] .................................................. 10!
Abbildung 3 Vereinfachtes Schema des Aufbaus von SCCmec [3] ......................... 13!
Abbildung 4 BacLite Rapid MRSA Testverfahren................................................... 15!
Abbildung 5 Anzahl der Keimbesiedlung im Nasenvorhof...................................... 26!
Abbildung 6 Keimbesiedlung der Patienten aufgeschlüsselt nach Methicillin-
Sensibilität.......................................................................................................... 28!
Abbildung 7 Boxensplot Alter der Studienteilnehmer.............................................. 29!
Abbildung 8 Anleitung zur Durchführung des Nasenabstrichs in unserer Studie .......I!
 
Tabelle 1 Vier Felder Tafel BacLite® Rapid MRSA ................................................. 25!
Tabelle 2 Vier Felder Tafel BD GeneOhmTM MRSA................................................ 26!
Tabelle 3 Keimanzahl der Patienten.......................................................................... 27!
Tabelle 4 Erregerbesiedlungen im Patientenkollektiv............................................... 27!
Tabelle 5 KoNS-Stämme der Studie .......................................................................... II!
8 Danksagung  
1 Abbildung 4 
55
8 Danksagung 
 
Ich möchte Prof. Dr. med. K. Becker und Prof. Dr. med. C. von Eiff für die freundli-
che Überlassung des Themas und die sehr gute Betreuung danken. 
 
Ich möchte auch dem Institutsdirektor Univ.-Prof. Dr. med. G. Peters für die Mög-
lichkeit danken, das Thema der vorliegenden Arbeit am Institut bearbeiten zu kön-
nen. 
 
Ebenso möchte ich mich bei meiner wundervollen Frau für ihre Unterstützung und 
ihrem Verständnis bei schwierigeren Zeiten der Doktorarbeit bedanken. 
 
Des Weiteren gilt mein Dank den Fachkräften des Instituts, i. B. Martina Schulte, die 
mir mit Rat und Tat zur Seite gestanden haben und die Doktorarbeit mit ermöglicht 
haben. 
 
Meiner Cousine Laura Rzeha danke ich für die grafische Veranschaulichung in die-
ser Arbeit.1 
 
Nicht vergessen darf ich meine Familie und meine Freunde, die mich immer unter-
stützt und vorangetrieben haben oder ein offenes Ohr für meine Sorgen hatten. Ihr 
tragt alle einen Teil zu dieser Arbeit bei.
9 Lebenslauf  
 
56
9 Lebenslauf 
 
 
Der Lebenslauf ist in der online Version nicht enthalten. 
 
Anhang  
 
I
Anhang 
 
Abbildung 8 Anleitung zur Durchführung des Nasenabstrichs in unserer Studie 
Anhang  
 
II
Aufteilung der KoNS-Stämme in dieser Studie 
 
Species MS MR 
S. epidermidis 452 75 
S. haemolyticus 12 8 
S. schleiferi 2 0 
S. capitis 16 0 
S. hominis 40 3 
S. lugdunensis 21 5 
S. warneri 28 3 
S. simulanz 1 0 
S. caprae 1 0 
S. xylosus 2 0 
S. equorum 2 0 
Summe 577 94 
Tabelle 5 KoNS-Stämme der Studie 
 
